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Die vorliegende Patentanmeldung bezieht sich 
auf humane monoklonale Antikorper gegen Tollwut- 
viren und deren Verwendung in Diagnose, Prophy- 
iaxe und Therapie. Antikorper gegen das durch 
den humanen monoklonalen Antikorper TW-1 defi- 
nierte Epitop auf dem 67 kD Glykoprotein der Vi- 
rushulle schGtzen nach erfolgter Infektion besser 
gegen den Ausbruch von Tollwut als handelsUbli- 
che Praparate von humanen Immunglobulinen. 

Bei der Tollwut handelt es sich urn eine todlich 
verlaufende Encephalomyelitis, die durch Tollwutvi- 
rus, ein Mitglied der Familie der Rhabdoviridae, 
verursacht wird. Vor allem in weniger entwickelten 
Landern stellt die Erkrankung ein grofles Problem 
dar, so werden in Indien nach vorsichtigen Schat- 
zungen uber 20000 Tote pro Jahr der Tollwut zu- 
geschrieben. Die Ansteckung erfolgt oft Uber Bi/3 
durch infizierte Tiere (Canidae, Chiroptera). Erste 
Zielzelle fUr das Virus scheinen Muskelzellen an 
der Eintrittstelle zu sein. Nach Eintritt in periphere 
Nerven wandert das Virus von der Infektionsstelle 
Uber retrograden axoplasmatischen Transport zum 
Zentralnervensystem und RUckenmark. Nach der 
viralen RepHkation im Zentralnervensystem wandert 
das Virus uber die Nervenbahnen zu verschiede- 
nen Zielgeweben im Korper, z. B. Speicheldrusen. 

Bedingt durch die relativ zu anderen Vlrusinfek- 
tionen lange Inkubationszeit bis zum Auftreten toll- 
wutspezifischer Symptome von etwa 30 bis 90 
Tagen ist eine postexpositionelle Impfung moglich. 
Urn bis zum Ansprechen der aktiven Immunisie- 
rung einen schnellen Schutz zu erreichen, wird von 
der WHO zusammen mit der aktiven Immunisie- 
rung dringend eine passive Immunisierung mit ho- 
mologen oder heterologen Serumpraparationen 
empfohlen In unterentwickelten Landem werden 
vor allem Praparate aus Pferdeseren eingesetzt, 
wobei anaphylaktische Reaktionen ein ernstes Pro- 
blem darstellen. 

GegenQber polyklonalen Praparaten bieten mo- 
noklonale Antikorper den Vorteil der gleichbleiben- 
den Spezifitat. Humane monoklonale Antikorper 
(HUMAK) vermelden darUber hinaus unerwUnschte 
Immunreaktionen des Empfangers gegen heterolo- 
ge monoklonale Antikorper murinen Ursprungs und 
scheinen eine langere Zirkulationszeit im Korper zu 
haben. 

Das Tollwutvirus ist behOllt und von geschoiS- 
formiger Morphologie. Die Einzelstrang-RNA des 
Virus ist mit einem 55 kD Nukleoprotein, dem 190 
kD "large transcriptase" Molekul und dem 38 kD 
Nicht-Strukturprotein assoziiert. Die VlrushUlle ent- 
halt ein 26 kD Matrixprotein und ein 67 kD Glyko- 
protein. Dieses Glykoprotein stellt eine wichtige 
Bindungsstelle fUr virusneutralisierende Antikorper 
dar (D.L Lodmell, J. Virol, 61, 10: 3314-3318, 
1987). FUr den Mechanismus der Neutralisation 
wird eine Inhibition des intraendosomalen Fusions- 



schrittes vermutet, d. h. ein "uncoating" des Virus 
wird verhindert Dietzschold et al. (Virology, 161: 
29-36, (1987)) beschreiben die Neutralisierung von 
Tollwutvirus durch murine MAK gegen das 67 kD 
s Glykoprotein. Wahrend eine seit langem etablierte 
Technik (G. Kohler u. C. Milstein, Nature, 256, 495- 
497, 1975) es relativ einfach erlaubt, murine mono- 
klonale Antikorper gegen bestimmte Antigene wie 
das Glycoprotein von Tollwutvirus zu etablieren 
w (D.L. Lodmell, a.a.O.) ist es ausgesprochen schwie- 
rig, humane monoklonale Antikdrper fur die thera- 
peutische Verwendung zu gewinnen. Es war dar- 
Uber hinaus unbekannt, ob solche humanen mono- 
klonalen Antikorper nicht nur an das Glycoprotein 
15 binden, sondern infektioses Tollwutvirus neutralisie- 
ren und in vivo vor dem Ausbruch der Erkrankung 
schutzen konnen. 

Zur Gewinnung des hier beschriebenen huma- 
nen monoklonalen Antikorpers TW-1 gegen ToJl- 
20 wutvirus wurden humane periphere Blutlymphozy- 
ten eines serumpositiven gesunden Spenders mit 
Epstein-Barr-Vlrus (EBV) inkubiert. Ober-stande 
auswachsender, durch EBV transformierter B- 
Lymphozyten wurden im ELISA auf tollwutspezifi- 
25 sche Antikorper gepruft. Spezifisch produzierende 
B-Zell-Linien wurden zur Stabiiisierung der Antikor- 
perproduktion mit der Maus-Myelomzellinie SP2/0 
fusioniert. Die entstandenen Hybridome wurden 
mehrfach kloniert und auf spezifische Produktion 
30 von Antikorpem der IgG-Klasse getestet. Das Ver- 
fahren wurde nach einer bekannten Methode (D. 
Kozbor & J.C. Roder, Immunol. Today, 4:72-79, 
1983) abgeandert und wie an anderer Stelle be- 
schrieben (J, Hilfenhaus et ai., Behring inst. Mitt., 
35 80:31-41, 1986) durchgefUhrt. Die Selektion 
antikorper-produzierender Zellen erfolgte dabei 
durch Austesten der Uberstande der Kulturen im 
ELISA auf tollwutvirus-haltigem Beschichtungsma- 
terial. Der eingesetzte EUSA ist in Beispiel 1 naher 
40 erlautert. 

Es wurde gefunden, dafl der hier beschriebene 
humane monoklonale Antikorper gegen Tollwutvi- 
rus TW-1 beim Test im ELISA spezifisch mit 
tollwut-haltigem Beschichtungsmaterial 
45 (durchgefUhrt mit den Stammen Pitman-Moore, 
Fluri-LEP, CVS), nicht aber mit tollwutvirus-freien 
Kontrollmaterialien reagiert. Ebenso wurde keine 
Bindung von TW-1 an Beschichtungsmaterial ent- 
hattend Kontrollviren wie VZV, CMV, Rubella, HSV 
so Oder Masern gefunden. TW-1 bindet an 
tollwutvirus-infizierte, nicht aber nichtinfizierte fixier- 
te HUhnerfibroblasten, da nach Inkubation von TW- 
1 mit diesen Zellen und ansch lie/tender Inkubation 
mit FITC-gekoppeitem Antiserum gegen human es 
55 Immunglobulin nur auf infizierten Zellen die tollwut- 
typische Ruoreszenz festgestellt werden kann. 
Weiterhin wurde gefunden, da0 TW-1 zur lgG1- 
Immunglobulinklasse gehort (Lambda). Nach SDS- 
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Gelelektrophorese von mit Dithiothreitol (DTT) re- 
duziertem Tollwutantigen (durchgefuhrt mit den 
StMmmen Pitman-Moor© und Fluri-LEP) konnte im 
Western Blot eine Reaktion von TW-1 mit einer 
Bande urn 67 kD gefunden werden. Aus Verglei- 
chen der selbst gefundenen Daten mit Literaturda- 
ten (W.H. Wunner et al., Reviews of Infectious 
Diseases, 10, 4:771-784, 1988) laflt sich schlieflen, 
6aB es sich bei dem durch TW-1 erkannten Protein 
um das Glykoprotein von Tollwutvirus handeit. Be- 
statigt wird dies durch die Beobachtung, dafl nach 
Verdau des Tollwutantigens mit Endoglycosidase F 
vor dem Auftrennen des Antigens im SDS-Gel im 
Western Blot eine Verringerung des Molekularge- 
wichts des durch TW-1 markierten Proteins beob- 
achtet werden kann. Da Endoglycosidase-F N-gly- 
kosidisch verkntipfte Zuckerreste von Proteinen ab- 
spaltet, kann aus den gewonnen Daten geschlos- 
sen werden, da/3 es sich bei der von TW-1 markier- 
ten Bande im Western Blot um das Glykoprotein 
von Tollwutvirus handeit. Die Kreuzreaktion von 
TW-1 mit den getesteten Tollwutvirusstammen 
Pitman-Moore, Fluri-LEP und CVS deutet auf eine 
Bindung an ein relativ konserviertes Epitop inner- 
halb des Glykoproteins hin. 

Die Austestung, ob TW-1 die Fahigkeit zur 
Neutralisation von Tollwutvirus besitzt, erfolgte 
nach zwei unterschiedlichen, an sich bekannten 
Methoden, Als erster Testtyp wurde ein "in vitro" 
Fluoreszenz-Neutralisationstest durchgefuhrt. Anti- 
korperverdUnnungen wurden mit aktiven Tollwutvi- 
ren gemischt. Nach Zugabe von tollwutsuszeptiblen 
Zellen wurde 24 Stunden inkubiert, danach mit 
tollwutspezifischem FITC-gekoppeltem Antiserum 
inkubiert und im Fluoreszenz-lnvertoskop ausge- 
wertet. Kulturen, die tollwutspezifische Fluoreszenz 
zeigen, werden als positiv gewertet. Da negative 
Kulturen nur dann auftreten, wenn Tollwutviren voll- 
standig durch zugegebene Antikorper neutralisiert 
werden, kann mit diesem Test durch geeignete 
VerdUnnungen und Vergleich mit tollwutspezifi- 
schem Standardserum bekannter Aktivitat ein Anti- 
kdrper auf tollwutspezifische neutralisierende Akti- 
vitat untersucht werden. Als zweite 
Neutralisationstest-Methode wurde ein Versuch 
durchgefuhrt, bei dem nach dem Mischen der Anti- 
korperverdOnnungen mit infektiosem Tollwutvirus 
nach einer Inkubation "in vitro" das Gemisch intra- 
cerebral in NMRI-Mause appliziert wurde (P. Atana- 
siu, Laboratory Techn. in Rabies, 3rd Edition, Edi- 
tors M.M. Kaplan and H. Koprowski, WHO (1973) 
314-318). Werden aktive Tollwutviren durch zuge- 
gebene Antikorper vollstandig neutralisiert, so ist 
der Anteil erkrankender Tiere in dieser Gruppe 
geringer als bei reiner Virusgabe ohne vorherige 
Antikdrperzumischung. Es wurde gefunden, da6 
sowohl im Fluoreszenz-Neutralisationstest als auch 
im Neutralisationstest mit Applikation in Mausen 



Tollwutvirus (Stamm CVS) durch TW-1 neutralisiert 
wird. 

Zum Nachweis, dafl die Gabe von TW-1 Anti- 
korper in vivo bei einer Infektion mit Tollwutvirus 
5 den Ausbruch der Erkrankung hemmen oder ver- 
hindern kann, wurden Schutzversuche in NMRI- 
Mausen durchgefuhrt. Es wurde gefunden, dafi 
TW-1 Antikorper NMRI-MMuse auch 2 Stunden 
nach der Infektion mit Tollwutviren vor dem Aus- 

10 bruch der Krankheit schOtzen kann. GegenUber ei- 
ner Preparation aus humanen Seren mit Antikor- 
pern gegen Tollwut (handelsiiblichem Berirab* 
Behringwerke AG) wird bei Gabe von TW-1 deut- 
lich weniger Protein fur die gleiche neutralisierende 

15 und schUtzende Wirkung benotigt. Dies stellt einen 
deutlichen Vorteil von TW-1 dar. 

Neben der Anwendung als Immunprophylakti- 
kum kann der Antikorper, an geeignetes Tragerma- 
terial gebunden, auch zur Reinigung von Tollwutvi- 

20 ren oder Tollwutvirus-Glykoprotein Ober affinitats- 
chromatographische Verfahren verwendet werden. 
Aufierdem eignet sich der Antikorper zur Validie- 
rung des Glykoprotein-Anteils in Impfstoffprapara- 
tionen, da Tollwutvirus-Glykoprotein, wie in den 

25 Beispielen prinzipiell dargelegt, spezifisch nachge- 
wiesen werden kann. 

Die Erfindung betrifft folglich ein Epitop auf 
dem 67 kD Glykoprotein von Tollwutvirus, das 
durch den monoklonaien Antikorper TW-1 definiert 

30 ist, sowie poly- oder bevorzugt humane monoklo- 
nale Antikorper gegen vorgenanntes Epitop, ganz 
bevorzugt TW-1 Antikorper. 

Ebenfalls umfa/St von der Erfindung ist die Ver- 
wendung vorgenannter Antikorper zur Herstellung 

35 passiver Impfstoffe, zur Diagnostik, zur Reinigung 
von Tollwutviren oder Tollwutvirus-Glykoprotein 
und zur Validierung von Impfstoffpraparationen. Die 
Erfindung ist schliefllich in den Beispielen und den 
PatentansprQchen enthalten. 

40 Das Hybridom, das den humanen monoklona- 
ien Antikorper TW-1 sezerniert, wurde gemafl Bu- 
dapester Vertrag bei der European Collection of 
Animal Ceil Cultures (ECACC), Porton Down, Salis- 
bury, UK am 26.02.1990 unter Nr. 90022604 hinter- 

45 legt. 

Beisplele: 

Die nachfolgenden Beispiele dienen der nShe- 
50 ren Erlauterung der Erfindung, schranken die Erfin- 
dung jedoch nicht ein. FQr die in den Beispielen 
geschilderten Experimente wurden affinitatschro- 
matographisch gereinigte Antikorper eingesetzt. 

55 Belsplel 1: Spezlfitat von TW-1 Antlkorpern Im 
ELISA 

96-well ELISA-Platten wurden 24 Stunden bei 
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Raumtemperatur mit durch Sucrose-Gradienten- 
Zentrifugationen gereinigtem und mittels j3-Propio- 
lacton inaktiviertem Konzentrat von Kulturuberstan- 
den infizierter MRC-5 Zellen (Stamm Pitman-Moo- 
re) bzw. infizierter HUhnerfibroblasten (Stamm 
Ruri-LEP) oder Praparationen der entsprechenden 
nichtinfizierten Zellen ais Kontrolle beschichtet. 
Verdunnungen der Antikorperproben wurden 1 
Stunde auf der Platte inkubiert und nichtgebunde- 
ner Antikorper durch Waschen entfernt. Gebunde- 
ne Antikorper wurden durch eine einstiindige Inku- 
bation mit einem Peroxidase-konjugierten Antikor- 
per (Kaninchen-anti-human IgG, Behringwerke) 
markiert Ober eine Peroxidase-katalysierte Farbre- 
aktion konnten humane Antikorper mit Spezifitat fOr 
Tollwutvirus nachgewiesen werden. In Fig. 1 ist die 
Titration von TW-1 und Berirab R auf den aufgege- 
benen Tollwutantigenen und den entsprechenden 
Kontrollantigenen dargestellt. Werden Varicella- 
Zostervirus, Cytomegalovirus, Rubellaviren, 
Herpes-Simplex-Vlrusl oder Masernviren zur Be- 
schichtung eingesetzt, erfolgt keine Reaktion. Da- 
her kann angenommen werden, da/5 TW-1 hoch- 
spezifisch an Tollwutvirus bindet Da die Bindungs- 
kurven von TW-1 gegen die verwendeten Tollwut- 
stamme sehr ahnlich verlaufen, kann eine anna- 
hernd gleiche Bindungsaffinitat von TW-1 gegen 
Fluri-LEP und Pitman-Moore angenommen werden. 

Beispiei 2: Charakterisierung des Bindungsepi- 
tops von TW-1 Antikorper im Western Blot 

Die Auftrennung von gereinigtem Tollwutvirus 
(Stamm Pitman-Moore) erfolgte im 10%igen Poly- 
acrylamidgel nach Laemmli mit 1% SDS/50 mM 
DTT. Nach Obertragung des aufgetrennten Anti- 
gens auf Nitrozellulose wurde mit TW-1 Antikorper, 
Tollwut-positivem und Tollwut-negativem Humanse- 
rum inkubiert. Der Nachweis erfolgte mit Biotin- 
gekoppeltem Schaf-anti-Human-lmmunglobulin 
(Amersham), anschlie/tender Inkubation mit 
Streptavidin-Peroxidase (Amersham) und Entwick- 
lung mit Chlornaphtol (Merck). TW-1 Antikorper 
reagiert im Western Blot mit einer Bande urn 67 kD 
(Rg. 2). Aus Uteraturangaben (W. Wunner et al. f 
a.a.O.) Iai3t sich schlieBen, dafl es sich urn das 
Glykoprotein von Tollwutvirus handelt. Bestatigt 
wird dies durch Verdau der Tollwutproteine mit 
Endoglycosidase F (Boehringer Mannheim) vor 
dem Auftragen auf das SDS-Gel. Der Verdau wurde 
nach den Angaben des Herstellers durchgefOhrt 
Durch Abspaltung von Zuckerresten vom Glykopro- 
tein sollte eine Verminderung des Molekularge- 
wichts beobachtet werden. Eine solche Verminde- 
rung ist bei der 67 kD-Bande nach Reaktion von 
TW-1 Antikorper im Western-Blot im Vergieich 
zum ursprunglichen Antigen deutlich erkennbar und 
weist damit auf eine Glykosilierung des von TW-1 



Antikorper erkannten Proteins hin. Keine Reaktion 
von TW-1 Antikorper erfolgte mit Kontrollantigenen 
wie CMV, Bovinem Serum Albumin oder Humanem 
Serum Albumin. 

5 

Beispiei 3: In vitro-Fluoreszenz-Neutralisations- 
test (RFFIT) 

Der Test wurde in vitro nach der Methode von 

to Smith et al., (J.S. Smith et aL, Laboratory Techn. in 
Rabies, 3rd Edition, Editors M.M. Kaplan and H. 
Koprowsky, WHO(1973), 354-357) als Mikrotest in 
Mikrotiterplatten (E. Zalan, J. of Biol. Stand., 7:213- 
220, 1979) durchgefuhrt. Probenverdunnungen 

75 (Antikorper oder PBS fur die Viruskontrolle) wurden 
mit infektiosem Tollwutvirus gemischt. Aus den 
durchgefUhrten Tests (Rg. 2) laflt sich ableiten, daB 
TW-1 Antikorper in diesem Test noch bei einer 
Konzentration von etwa 0,14 ^g/ml einen neutrali- 

20 sierenden Effekt auf die eingesetzte Vlrusmenge 
zeigt. Vom eingesetzten Referenzserum (Pferd) 
werden fGr den gleichen Effekt etwa 13,88 ^g/ml 
benotigt. Ein zur Kontrolle eingesetzter humaner 
monoklonaler Antikorper gegen Varizella Zoster 

25 (VZV-6) vom gleichen Isotyp hatte in vergleichbarer 
Konzentration keinen Effekt auf die Infektiositat des 
Virus. 

Beispiei 4: In vitro Neutralisationstest mit Ino- 
30 kulatlon des Antikorper/Antigen-Gemischs in 
suszeptible NMRI-Mause 

Der Test wurde nach Atanasiu (a.a.O.) durch- 
gefuhrt. Zum Versuch wurden 20 g schwere NMRI- 

35 Mause eingesetzt. Zur Virusbelastung wurden 60 
LD50 pro Maus verwendet. Entsprechend Beispiei 3 
wurden zunachst ProbenverdUnnungen (Antikorper 
oder Kontrollen) mit aktivem Tollwutvirus in vitro 
gemischt und inkubiert. Zur Kontrolle der Neutrali- 

40 sation wurde das Gemisch anschliefiend intracere- 
bral in NMRI-Mause appliziert. Die MSuse wurden 
14 Tage taglich kontrolliert und die Zahl der Ober- 
lebenden Tiere filr TW-1 Antikorper, tollwutspezifi- 
sches Kontrollserum, einen VZV-spezifischen Hu- 

45 MAK und reine Vlrusgabe verglichen. Die entspre- 
chenden Daten nach 14 Tagen Inkubationszeit sind 
in Rg. 3 dargestellt. Es wird deutlich, da/3 TW-1 
Antikorper selbst in der geringen eingesetzten Kon- 
zentration von 0,08 /*g/ml deutliche Neutralisation 

50 von Tollwutvirus zeigt, wahrend VZV-6 in gleicher 
Konzentration keinerlei neutralisierenden Effekt auf- 
weist. 

Beispiei 5: Schutzexperiment 

55 

Der Schutztest wurde mit Tollwutvirus-suszepti- 
blen NMRI-Mausen (Gewicht: 20 g) durchgefijhrt. 
Zur Virusbelastung wurden 150 LD50 i.m. (Stamm 
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CVS) appliziert. Verdunnungen von TW-1 Antikor- 
per, handelsUblichem Berirab R Oder von VZV-6 
wurden i.v. 2 Stunden vor oder 2 Stunden nach 
Application von aktivem Tollwutvirus verabreicht. 
Bel dem In Fig. 4 dargestellten Experiment wurde 
mit 2,5 pg/ml IgG TW-1 Antikorper der gleiche 
Schutz erzielt wie mit 1,5mg/ml polyklonalem Beri- 
rab R . Als Kontrolle wurde VZV-6 in doppelter Kon- 
zentration wie TW-1 Antikorper eingesetzt. Der Ef- 
fekt von VZV-6 lag im Bereich der Viruskontrolle 
ohne Gabe von Antikorpem. 

Legende zu Fig. 1 (Beispiel 1): 

Spezifitat von TW-1 Antikdrper im ELISA 

Als Anfangskonzentrationen wurden 1 /^g/rnl 
TW-1 Antikorper und 100 ^g/ml IgG Berirab 
(Behringwerke) eingesetzt. Die Messung der Ex- 
tinktion erfolgte bei 492 nm. Die Beschichtung der 
ELISA-Platten wurde mit 0,4 IE/ml durchgefuhrt. A 
bedeutet Extinktion, Cone, die Konzentration der 
eingesetzten Antikorper. 
+ TW-1 auf Tollwutantigen 
n TW-1 auf Kontrollantigen 
0 Berirab" auf Tollwutantigen 
- Berirab R auf Kontrollantigen 

Legende zu Fig. 2 (Beispiel 3): 

In vitro Neutralisationstest mit Fluoreszenz- 
auswertung 

Als Anfangskonzentrationen wurden 4,4 //g/ml 
TW-1 Antikorper (=& 1:100), 111,1 /ig/ml 1:100) 
Standardserum und 3,8 pQ/m\ VZV-6 1:100) 
eingesetzt. I.K. bedeutet infizierte Kulturen 
Auf der Abszisse ist AntikorperverdOnnung (Dil.) 
aufgetragen 
+ TW-1 

0 Tollwut-Standard 
* VZV-6 

Legende zu Fig. 3 (Beispiel 5): 

In vitro Neutralisationstest, Auswertung in vivo 

Als Anfangskonzentrationen wurden 0,7 fiQ/m\ 
TW-1 Antikorper 1:600), 18,5 M g/ml Berirab" - 
(Behringwerke AG) und 0,6 /xg/ml VZV-6 1:600) 
eingesetzt. S.A. bedeutet: Oberlebende Tiere 
Auf der Abszisse ist die AntikSrperverdQnnung 
(Dil.) aufgetragen 
+ TW-1 

0 Tollwut-Standard 
•VZV-6 

Legende zu Fig. 4: 



Schutzexperimente In vivo 

Fig.4 A: Applikation der Antikorper 2 Stunden 
vor der Vlrusgabe. Fig. 4 B: Applikation der Anti- 
5 korper 2 Stunden nach Virusgabe. Es wurden 2,5 
ftg/ml TW-1 Antikorper, 1,5 mg/ml IgG Berirab R 
und 5 pg/ml VZV-6 eingesetzt. 
SA siehe oben 

d.p.a. bedeutet: Tage nach Applikation 

70 

Pate ntansprU che 

1. Epitop auf dem 67 kD Glycoprotein von Toll- 
wutvirus, dadurch gekennzeichnet, dafl der hu- 
15 mane monoklonale Antikorper sezerniert durch 

das Hybridom TW-1 mit der Hinterlegungs-Nr. 
90022604 bei der European Collection of Ani- 
mal Cell Cultures (ECACC) mit ihm reagiert. 

20 2. Poly- oder monoklonaler Antikorper gegen das 
Epitop nach Anspruch 1 . 

3. Humaner monoklonaler Antikorper nach An- 
spruch 2, sezerniert von dem Hybridom mit 

25 der Hinterlegungs-Nr. 90022604 bei der 

ECACC. 

4. Verfahren zur Herstellung von Immunprophyl- 
aktika, dadurch gekennzeichnet, dafl Antikor- 

30 per nach Anspruch 2 oder 3 eingesetzt wer- 

den. 

5. Verfahren zum Nachweis einer Tollwutvirusin- 
fektion, dadurch gekennzeichnet, da/3 Antikor- 

35 per nach Anspruch 2 oder 3 eingesetzt wer- 

den. 

6. Verfahren zur Validierung von Immunprophyl- 
aktika, dadurch gekennzeichnet, dafl Antikor- 

40 per nach Anspruch 2 oder 3 eingesetzt wer- 

den. 

7. Verfahren zur Reinigung von Tollwutvirus-Anti- 
gen. dadurch gekennzeichnet, da/3 Antikorper 

45 nach Anspruch 2 oder 3 eingeset2t werden. 

8. Zeilinie oder andere Expressionssysteme, die 
AntikdrpermolekUle nach Anspruch 2 oder Tel- 
le dieser Antikorper produziert. 

50 

9. Zeilinie nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 sie durch Transformation von 
humanen Lymphozyten durch Epstein-Barr-Vi- 
rus und anschlie/tender Fusion mit einer Mye- 

65 lomzelle entstanden ist. 

10. Zeilinie TW-1 mit der Hinterlegungs-Nr. 
90022604 bei der ECACC. 
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11. Poly- oder monoklonaler Antikorper nach An- 
spruch 2 oder 3 als Immunprophylaktikum 
oder Diagnostikum. 

12. Verwendung von Antikorpern nach Anspruch 2 5 
oder 3, zur Reinigung von To II wutvirus- Antigen, 

zur Diagnostlk oder zur Immunprophylaxe. 

Patentanspriiche fur folgenden Vertragsstaat 

ES 10 

1. Verfahren zur Herstellung von Immunprophyl- 
aktika, dadurch gekennzelchnet, dafl Antikor- 
per eingesetzt werden, die mit einem Epitop 

auf dem 67 kD Glycoprotein von Tollwutvirus is 
reagieren, wobei vorgenanntes Epitop mit dem 
Antikorper reagiert, der durch das bei der Eu- 
ropean Collection of Animal Cell cultures 
(ECACC) unter Hintertegungs-Nr. 90022604 
hinterlegte Hybridom sezerniert wird. 20 

2. Verfahren zum Nachweis einer Tollwutvirusin- 
fektion, dadurch gekennzeichnet, dafi die in 
dem Verfahren nach Anspruch 1 eingesetzten 
Antikorper verwendet werden oder der Antikor- 25 
per des Hybridoms Nr. 90022604 hinterlegt bei 

der ECACC zum Elnsatz kommt 

3. Verfahren zur Validierung von Immunprophyl- 
aktika, dadurch gekennzeichnet, daB die in 30 
dem Verfahren nach Anspruch 1 eingesetzten 
Antikorper verwendet werden oder der Antikor- 
per des Hybridoms Nr. 90022604 zum Einsatz 
kommt 

35 

4. Verfahren zur Reinigung von Tollwutvirus-Anti- 
gen, dadurch gekennzeichnet, da/3 die in dem 
Verfahren nach Anspruch 1 eingesetzten Anti- 
korper verwendet werden oder der AntikSrper 

des Hybridoms Nr. 90022604 zum Einsatz 40 
kommt. 
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